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W pracy przedstawiono ocene metody chromatografii powinowactwa immu-
nologicznego do oznaczania sumy aflatoksyn w orzechach arachidowych z wyko-
rzystaniem testu AFLATEST firmy Vicam. Wyznaczono parametry analityczne
metody: odzysk, precyzje i doktadnos¢. Metoda ta moze by¢ stosowana do
potilosciowego oznaczania aflatoksyn w rutynowej kontroli zywnosci.

Czynniki $rodowiskowe obejmujgce m.in. wiele zwigzkéw chemicznych sg jedna
z gtéwnych przyczyn choréb nowotworowych. Zalicza sie do nich m.in. aflatoksyny -
grupe zwigzkéw uznawanych za rakotwdrcze dla ludzi [6]. Obecnie w ponad 60 panst-
wach istniejg lub sg opracowywane narodowe programy kontroli dotyczgce mikotoksyn,
obejmujgce monitoring oraz zbieranie informacji o skutkach zdrowotnych powodow-
anych przez nie. Ustanowiono dla nich maksymalne dopuszczalne poziomy jako zanie-
czyszczen w zywnosci i paszach [3,4]. Ze wzgledu na konieczno$¢ kontroli poziomow
aflatoksyn w zywnos$ci, podejmowane sg prace majgce na celu opracowanie nowych
metod, o lepszej wykrywalnos$ci i precyzji. Rownocze$nie oczekuje sie, ze metody bedg
prostsze w wykonaniu, szybsze i tansze.

Coraz szersze zastosowanie znajdujg szybkie testy stuzgce do wykrywania lub poét-
ilosciowego oznaczania mikotoksyn (aflatoksyny, ochratoksyna, zearalenon, fumoni-
zyny). Testy te wykorzystuja metody immunoenzymatyczne (ELISA) lub radioimmu-
nologiczne (RIA). Metody znajdujg mniejsze zastosowanie ze wzgledu na gorsza
wykrywalno$¢ i konieczno$¢ bezpiecznego usuwania zwigzkéw znakowanych. Osobng
grupe stanowig testy z zastosowaniem chromatografii powinowactwa z uzyciem przeciw-
ciat monoklonalnych i detekcjg fluorymetryczna. Ich zaletg jest krotszy, w poréwnaniu
z innymi metodami, czas wykonywania analizy oraz znaczna prostota. Do wad nalezy
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zaliczy¢ brak mozliwosci rozdziatu poszczeg6lnych mikotoksyn (np. w przypadku afla-
toksyn), mozliwos$¢ wystepowania reakcji krzyzowych, niejednokrotnie mniejszg wykry-
walno$¢ w poréwnaniu z metodami fizykochemicznymi jak réwniez, w przypadku tes-
tow ELISA, nieoptacalno$¢ przy stosowaniu matej liczby oznaczen. Konieczne jest
réwniez, jak w kazdej metodzie oznaczania mikotoksyn, potwierdzanie wynikéw pozy-
tywnych lub watpliwych [2,10].

Test AFLATEST, produkcji firmy Vicam, USA, jest szybkim testem stuzacym do
pétilosciowego oznaczania sumy aflatoksyn Bb B2 Gb G2i M, w surowcach, $rodkach
spozywczych i paszach metodg chromatografii powinowactwa immunologicznego z de-
tekcja fluorymetryczng. Test ten zostat sprawdzony w badaniach miedzylaboratoryjnych
i uzyskat pozytywng ocene Association of Official Analitical Chemists (AOAC) dla
kukurydzy, orzechéw arachidowych i masta orzechowego w zakresie stezen 10-30
Mg/kg [11].

Celem pracy byta ocena przydatnosci ww. testu do rutynowej kontroli zanieczyszczen
aflatoksynami przy wymaganym poziomie 5 /xg/kg wyrazonym jako suma aflatoksyn.

MATERIALY | METODYKA

Wyposazenie

Do badan zastosowano wyposazenie zalecane przez firme Vicam: fluorymetr Torbex FX-100,
USA, wzbudzenie 365-380 nm, emisja 450-550 nm, z drukarkg DPU-411 Thermal Printer,
Seiko, Japonia; homogenizator laboratoryjny Waring, USA; miynek laboratoryjny typ 11.1, Glem
Mills, USA; pompka powietrzna nr kat. 21020 VICAM, USA.

Odczynniki i materiaty pomocnicze

1 Kolumny powinowactwa immunologicznego, Aflatest-P, VICAM, USA, o pojemnosci
50 ng AFBI, otrzymane wg. Groopmana i Donahue'a [5]. 2. wzorzec aflatoksyny Bl (AFBi)
w chloroformie - roztwor standaryzowany 10 /ig/lcm3, National Institute of Public Health
and Environmental Protection, Bilthowen, Holandia. Wzorce robocze przygotowano wg.
PN-R-64757:1994 [9]. 3. wzorce do kalibracji fluorymetru (Aflatest-P Calibration Standards),
VICAM, USA:

wzorzec ,,czerwony” - roztwdr chininy w 0,1 N H2S04, odpowiadajacym fluorescencji rozt-
woru AFBI0 stezeniu 24 Mglkg,

wzorzec ,,zielony” - proba $lepa, 0,1 N H2SO4

wzorzec ,,z6tty” - roztwoér chininy w 0,1 N H2S04, odpowiadajacym fluorescencji roztworu
AFBI0 stezeniu 12 ~g/kg,

4. roztwér bromu - wywotywacz (Aflatest Developer), VICAM, USA. Roztwor roboczy
0,02% uzyskano przez 10-krotne rozcienczenie roztworu podstawowego. Roztwdr roboczy przy-
gotowywano kazdorazowo w dniu oznaczania, trwato$¢ 8 h. 5. metanol HPLC, Ridel-de Haen,
Niemcy, 6. metanol cz.d.a. Merck, Niemcy, 7. chlorek sodu cz.d.a. POCh Gliwice, 8. sgczki
karbowane, nr kat. 31240 VICAM, USAL 9. saczki z widkna szklanego, nr kat. 31955 VICAM,
USAZ2, 10. certyfikowany materiat odniesienia CRM 385; Aflatoxin Bi, B2, Gi, G2 and total
aflatoxin in peanut butter (high level), Community Bureau of Reference, Belgia.

1 Odpowiednikiem moze by¢ np. Whatman No.2

2 Odpowiednikiem moze by¢ np. Whatman 934 - AH

3 Autorzy dziekuja pani mgr inz. B. Michalskiej z PSSE w Gdyni za przekazanie probek do
badan
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Do badan precyzji i odzysku uzyto orzechéw arachidowych tuskanych palonych, importow-
anych z Chin. Zbadano réwniez probki orzechéw arachidowych pobranych w ramach nadzoru
sanitarnego przez Portowg Stacje Sanitarno-Epidemiologiczng w Gdyni .

Do oznaczenh stosowano wytacznie wode destylowana.

Metody badan

Aflatoksyny oznaczano w prébkach orzechéw niefortyfikowanych, fortyfikowanych i mate-
riale odniesienia zgodnie z procedurg proponowang przez producenta dla orzechw arachidow-
ych, orzechéw i produktdw z nich otrzymanych [1].

Probke 25 g rozdrobnionych orzechéw arachidowych umieszczono w homogenizatorze, do-
dawano 5 g NaCl i 125 cm 60% metanolu i nastepnie homogenizowano przez 1 min przy
wysokich obrotach. Zawiesine sgczono przez bibute filtracyjng. Do 10 cm3 przesaczu dodawano
10 cm3 wody, doktadnie mieszano i filtrowano przez saczek z widkna szklanego. 10 cm3 tak
przygotowanego ekstraktu przepuszczano przez kolumne Aflatest-P przy uzyciu pompki powie-
trznej, utrzymujac wyptyw cieczy z kolumny z szybkoscig 1-2 krople na sekunde. Kolumne
przemywano dwukrotnie 10 cm3wody, a nastepnie przepuszczano kilka cm3 powietrza. Nastep-
nie powoli przepuszczano kolumne 1 cm3metanolu HPLC. Eluat zbierano do kuwety, dodawano
1 cm3 0,02% roztworu roboczego bromu (wywotywacz), energicznie mieszano, umieszczano
w wykalibrowanym fluorymetrze i po 60 s mierzono fluorescencje. Wynik odczytywano w jug/kg.

Probki orzechéw fortyfikowano metanolowym roztworem wzorcowym aflatoksyny Bi (AFBi)
w iloSciach odpowiadajacych koricowemu stezeniu 1, 2, 4, 6, 10 [ig/kg. Dla kazdego stezenia
wykonywano po 5 réwnolegtych oznaczen. Réwnoczesnie oznaczono zawartos$¢ aflatoksyny ,,na-
turalnie” wystepujacej w orzechach. Wyniki poddano analizie statystycznej.

Wydajnosci i pojemnosci kolumny sprawdzono wg. projektu normy ISO [8]. Na kolumne
nanoszono 10 cm' 30% roztworu metanolu, zawierajacego 10 (wydajnos$¢) i 50 (pojemnos¢) ng
AFBI i postepowano dalej zgodnie z podang wyzej procedura.

W celu sprawdzenia kalibracji fluorymetru do kuwety fluorymetru dodano metanolowy
roztwdr wzorca w ilosci zawierajacej 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20 ng AFBi, metanol do objetosci
1 cm3, 1 cm3 roztworu 0,02% bromu, doktadnie wymieszano a nastepnie, po 60 s dokonywano
odczytu fluorescencji.

W czasie pracy z aflatoksynami zachowano $rodki ostroznosci i sposéb postepowania z od-
padami zalecane przez IARC [7].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Sprawdzona wydajnos$¢ kolumny Aflatest-P wynosi 96,5%, a pojemno$¢ 47,5 ng
AFBi (w obu przypadkach $rednia z dwoch prébek). Zaréwno wydajno$é jak i pojem-
nos¢ jest zadowalajgca i zgodna z deklaracjami producenta.

Uzyskane wyniki sprawdzenia kalibracji fluorymetru przedstawia tabela I.

Zwraca uwage, ze dla ilosci 0,5 i 1 ng AFBi warto$¢ odczytana jest zbyt niska
(0 i 19%) w stosunku do ilosci dodanej, co przedstawia rycina 1. llos¢ aflatoksyn,
zawarta w eluacie, musi by¢é wieksza niz 2 ng, co jest, jak sie wydaje, czynnikiem
ograniczajgcym oznaczalno$¢ metody (rycina 1).

Uzyskane rezultaty badania odzysku i precyzji oraz doktadno$¢ testu (sprawdzone
przez oznaczenie zawartosci aflatoksyn w certyfikowanym materiale odniesienia o dek-
larowanej zawartoséci sumy aflatoksyn) przedstawia tabela II.

Wiarygodno$¢ metody oceniono fortyfikujac serie probek aflatoksyng Bi. Odzyski
w zakresie stezen 1 i 2 ~tg/kg wynosity 35 i 46%, co nalezy uzna¢ za zbyt niskie. Dla
wyzszych stezen odzyski wynosity 78 - 97%. Warto$ci wspdtczynnikéw zmiennosci dla
probek fortyfikowanych wynoszg od 2,6 do 9,3%, a dla prébki niefortyfikowanej 20%.
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Tabela 1. Sprawdzenie wzorcowania fluorymetru
Check of fluorimeter calibration

Wg. wymagan obowigzujagcych w Wielkiej Brytanii, dla stezeh sumy aflatoksyn wyno-
szacych 4 i 10 /ig/kg odzyski powyzej 70% nalezy uzna¢ za zadowalajgce [12]. R6wniez
wspdtczynniki zmiennosci okreslajgce wewngtrzlaboratoryjng precyzje metody (wg.
wymagan brytyjskich dla stezenia 4 /xg/kg > 40%, dla stezenia 10 /u,g/kg>30%) trzeba
okresli¢ jako dobre.

Doktadno$¢ metody sprawdzono oznaczajgc zawarto$é aflatoksyn w materiale od-
niesienia, w ktéorym og6lna zawarto$¢ aflatoksyn wynosita 10,1 jug/lkg = 1,5 Atkg.
Oznaczona zawarto$¢ 11 Aig/kg miesci sie w deklarowanym przedziale stezen (8,6-11,6

Mag/kg).

ilos¢ dodana AF Bi[ua/ka]

Rycina 1. Wykres sprawdzenia wzorcowania fluorymetru
Plot of Check of fluorimeter calibration
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Powyzsze parametry wskazujg, ze opisana metoda moze by¢ stosowana do szybkich
oznaczen potilosciowych w rutynowej kontroli zywnosci, przy wymaganej obecnie gra-
nicy 5 /xg/kg, niemniej t3 metodg wyniki dodatnie powinny by¢ potwierdzone inng
metodg analityczng, np. wysokosprawng chromatografig cieczowg (HPLC). Potaczenie
techniki przygotowania probek w analityce za pomocg chromatografii powinowactwa
z HPLC staje sie rowniez coraz powszechniejsze, ze wzgledu na bardzo dobre i szybkie
wstepne oczyszczenie ekstraktéw [10,11].

Nalezy zwrdci¢ uwage na krotki czas wykonania analizy (pojedyncze oznaczenie trwa
10-15 min.), mate ilosci stosowanych odczynnikéw, brak konieczno$ci postugiwania
sie wzorcami aflatoksyn, jak réwniez prostote postepowania analitycznego.

Oznaczono zawarto$¢ aflatoksyn w 10 prébkach orzechdw arachidowych i 1 prébce
percepanu (masa cukiernicza z jader nasion brzoskwini). W jednej prébce orzechéw
arachidowych surowych importowanych z Chin twierdzono szczegolnie duze stezenie
aflatoksyn (39 pgg/kg) - tabela 1ll. W pozostatych prédbkach nie wykryto obecnosci
aflatoksyny. W 3 prébkach wykryto aflatoksyny w stezeniach ponizej 5 ng/kg. Swiad-
czy to o koniecznosci ciggtego nadzorowania importowanych $rodkéw spozywczych
w zakresie zanieczyszczenia aflatoksynami.

WNIOSKI

1 Metoda AFLATEST moze by¢ stosowana do potilosciowego oznaczania aflatok-
syn w rutynowej kontroli orzechdw arachidowych i produktéw z nich otrzymanych.

Tabela 111. Wyniki oznaczeh zawartosci aflatoksyn w orzechach arachidowych i percepanie
Results of determination of aflatoxins contamination in peanuts and percepan

* oznaczenie wykonane z polowy objetosci ekstraktu
nw - nie wykryto
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Jednak uzyskane tg metodag wyniki dodatnie powinny by¢ potwierdzone inng metoda
analityczng, np. HPLC.

2. Zaletami ocenianej metody jest szybki i prosty tok postepowania analitycznego,
mate zuzycie rozpuszczalnikdw organicznych natomiast w kontroli rutynowej nie jest
niezbedne stosowanie wzorcow aflatoksyn.

J. Postupolski, B. Jankowska, B. Urbanek-Kartowska

EVALUATION OF THE IMMUNOAFFINITY CHROMATOGRAPHY COUPLED
WITH FLUORIMETRY DETECTION METHOD FOR DETERMINATION OF
AFLATOXINS IN PEANUTS

Summary

The aim of the study was determination of the basic analytical parameters of the AFLATEST
method (accuracy, precision, recovery) and testing of its usefulness in concentrations down to
10yakkg. In the test the studied extracts are purified passing them through columns with
monoclonal antibodies, followed by fluorimetric determination after reaction with bromine
solution.

The capacity and the efficiency of the columns were tested and fluorimeter calibration was
checked.

The reliability of the method was assessed fortifying a series of arachids samples with
aflatoxin Bi and determining then recovery and precision. The accuracy of the method was
checked by determination of certified reference standard.

In the light of the obtained results the AFLATEST method was found to be applicable for
semiquantitative determination of aflatoxins in arachids in the concentrations above 5 a/kg.
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